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略語表 
ES: Embryonic stem 
iPS: Induced pluripotent stem 
EC: Embyonic carcinoma 
MEK1/2: MAPK/ ERK kinase 
GSK3: Glycogen synthase kinase 3  
LIF: Leukemia inhibitory factor 
EMT: Epithelial-mesenchymal-transision 
HES1: Hes family bHLH transcription factor 1 
t-SNARE: Target soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 
receptor 
ICM: Inner cell mass 
JAK: Janus kinase 
STAT: Signal transducers and activator of transcription 
Akt: Akt serine/threonine kinase 1 
PI3K: Phosphatidylinositol 3 kinase 
αSMA: α-Smooth muscle actin 
Zeb1: Zinc finger e-box binding homeobox 
Foxc2: Forkhead box protein C2 
AFP: alpha fetoprotein 
MHC: Myosin heavy chain 
Tuj1: Neuronal class III β-Tubulin 
RA: Retinoic acid 
Oct3/4: Octamer-binding transcription factor 3/4 
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Nanog: Nanog homeobox 
Rex1 (Zfp42): ring-exported protein 1 (Zinc finger protein 42)  
Gata: Gata binding protein 
Bmp4: Bone morphogenetic protein 4 
Wnt3: Wingless-type MMTV integration site family, member 3 
Mek: MAP kinse-ERK kinase 
Erk: Extracellular regulated MAP kinase 
GMEM: Glasgow minimum essential medium 
αMEM: Alpha modified minimum essential medium 
GFP: Green fluorescent protein 
DMEM: Dulbecco's modified eagle medium 
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
SDS: Sodium dodecyl sulfate 
PBS: Phosphate buffered saline 
PFA: Paraformaldehyde 
IPTG: Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole 
DOX: Doxycycline 
qRT-PCR: quantitative reverse transcription PCR 
siRNA: small interfering RNA 
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第 1章 要旨 
 
近年、ES、iPS細胞などの多能性幹細胞は次世代再生医療への応用が期待されているが、
その実用化には、目的細胞への高効率な分化誘導技術の確立という重要課題が残されてい
る。現在、この分化効率低下の原因として、「多能性幹細胞の不均一性」が挙げられている。
未分化な幹細胞の単一コロニー中にはもともと形態や性質の異なる複数の細胞が混在する
ため、一方向への分化刺激に対しても複数の細胞応答が引き起こされてしまう。しかし、現在
までその不均一性の発生メカニズムについてはほとんど明らかになっていない。本研究では、
この多能性幹細胞の不均一性を生み出す候補因子として、細胞内外で異なる機能を発揮す
るユニークな膜タンパク質群 syntaxin に着目し、その局所的な発現と機能によって、幹細胞
集団に不均一な分化状態が生じる可能性を見出した。通常、syntaxin は細胞膜の内側にア
ンカーされ、小胞の膜融合を媒介するが、細胞外からの種々の刺激を受け取ると、一部が膜
の内側から外側へと反転し、隣接細胞に局所的なシグナルを伝えることができる。まず、これ
まで表皮角化細胞において細胞外提示が実証されている syntaxin-4 について未分化な ES
細胞表面での発現を確認したところ、コロニー中の一部の細胞がsyntaxin-4を局所的に細胞
外提示することが判明した。さらに、マウス ES 細胞を均一な未分化状態 (ground-state) で
維持するために用いられるMEK1/2およびGSK3βの阻害剤 (2i) によって syntaxin-4の細
胞外提示が抑制されることも明らかとなった。しかし、これまで細胞外 syntaxin-4が多能性幹
細胞に与える影響については一切報告されていない。そこで次に、ES 細胞や種々の EC (胚
性癌)  細胞に syntaxin-4を細胞外に強制提示させる系と機能阻害組み換えタンパク質を作
用する系を組み合わせることで、幹細胞への機能を解析した。その結果、ES細胞やEC細胞
では細胞外 syntaxin-4 によって EMT (上皮間葉転換) 様の形態変化や中胚葉系列への分
化が誘導されることがわかった。また、トランスクリプト―ム解析により、E-cadherin から
P-cadherinへのスイッチや、未分化維持因子 Zscan4の顕著な発現抑制が検出された。さら
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に、これらの発現変動には PI3K/Akt シグナルの不活性化が深く関与することが明らかとなっ
た。以上の変化は、多能性維持因子である LIF 存在下でも誘導されることから、未分化維持
培地中において、個々の幹細胞表面で不均一に発現する syntaxin-4 のシグナルを受け取っ
た細胞は、完全な未分化状態を維持できず、結果として、細胞集団の不均一性が創出される
可能性が示された。 
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第 2章 序論 
 
第 1 節 胚性幹細胞の不均一性 
 
私たちの体はたった一つの受精卵からはじまり、その細胞が絶えず増殖・分化することで、
成人になる頃には 270種類以上、総数にして約 37兆個の細胞で構成されるようになる 1。多
能性幹細胞である ES (Embryonic stem)、iPS (Induced pluripotent stem) 細胞は理論上、
生体内のあらゆる細胞へ分化することが可能であるため、次世代再生医療の強力なツール
として世界中でその応用が期待されるとともに、初期発生分野の学術的な研究材料としても
広く用いられている 2,3。 
これまで、未分化な多能性幹細胞は均一な細胞集団であると考えられていたが、近年、非
分化誘導条件下においても、異なる形態や分化状態を示す細胞が複数出現し、「不均一な細
胞集団」となるとこが明らかになってきた 4-8。例えば、マウス ES 細胞では未分化維持に必要
とされている LIF (Leukemia inhibitory factor) を添加した培養条件では、JAK-Stat や
PI3K/Aktシグナルを介して多能性マーカーであるOct3/4の発現が保たれているが 9,10、その
未分化維持転写ネットワークに属する Nanog や Rex1 等の遺伝子発現は一つのコロニー内
で均一ではなく、個々の細胞間で大きくばらついている 5-7。Nanog陰性細胞は始原内胚葉細
胞に似た性質を示す一方、Rex1 陰性細胞は ES 細胞を取得する時期の内部細胞塊 （ICM) 
より分化の進んだ胚盤葉上層 (Epiblast) や始原外胚葉様の細胞に近い性質を有し、体細
胞への分化ステージに速やかに移行できる状態であると言われている 6,9,11。また、周期的に
発現量が変動する転写因子として知られる Hes1 は、個々の ES 細胞でその変動タイミング
が異なるため、一定時間で見ると単一コロニー内での発現は不均一になっている 12。分化状
態としては、Hes1 の発現レベルが高いものは中胚葉系列へ、低いものは外胚葉系列の細胞
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に分化しやすい性質を有することが報告されている (図 1-A)12-15。 
一方、幹細胞は機能的な分化に伴って、その細胞形態もダイナミックに変化させることが広
く知られている 16,17。完全な未分化状態にある ES 細胞は丸く、細胞間接着が密なコロニーを
形成するが、分化刺激が伝わることで扁平化し、個々の細胞が散在した形態をとることが報
告されている 18-21。さらに近年、脂肪細胞由来の幹細胞において人工的に誘導した形態変化
が分化開始の引き金になるという報告もあり、多能性幹細胞の形態と分化の密接な関与が
伺える 22,23。 
ES 細胞はコロニー形成時の形態や細胞間結合タンパク質の発現から上皮細胞に近い性
質を有しており、その分化の初期段階には EMT (Epitherial mesenchymal transision, 上皮
間葉転換) が関与するという報告もある 16,18,24。EMT はその名の通り、上皮から間葉への形
質の移行により定義づけられる。典型的な EMT では、丸みを帯びた上皮細胞様の形状から
扁平化した間葉系細胞様への形態変化に伴い、転写因子 Snail 因子群による、E-cadherin
の発現抑制が多く見られている 25,26。また、ES 細胞においても、E-cadherin の発現減少は、
多能性に関わる PI3K/Aktシグナルを抑制し、未分化性を破綻させることが知られている 27,28。
さらに、EMT では E-cadherin の発現量低下にともなって別の種類の cadherin の発現が上
昇する cadherin スイッチという現象が多数報告されている。一般的には E-cadherin から
N-cadherin への移行 (E- to N-cadherin スイッチ) が有名だが 29,30、近年、乳腺や膵臓など
の複数のガン細胞の浸潤転移および形態変化に伴って E-cadherin から P-cadherin へのス
イッチ (E- to P-cadherin スイッチ) が誘導されることも観察されている (図 1-B)31-35。 
 また近年、着床前期マウス胚の各ステージにおける遺伝子発現プロファイリングの解析
により、二細胞期に特異的に発現する遺伝子として zscan4 が同定された 36。zscan4 は二
細胞期胚と ES 細胞に特異的に発現する遺伝子で、テロメラーゼに依存しないテロメアの伸
長やゲノムの安定性を維持することで、自己増殖中も常に未分化状態を維持するための重
要な役割を果たしている 37,38。さらに、iPS 細胞作製時に 24時間 zscan4 を活性化すること
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で大幅に作製効率が促進されるとともに、早期に着床前期胚特異的な遺伝子群が活性化す
ることも報告された 39。また、zscan4 の発現は未分化維持因子 LIF レセプターの下流である
PI3K/Akt シグナルによって正に制御されていることからも、幹細胞の多能性維持に重要な遺
伝子であると考えられている 40,41。 
このように、幹細胞の分化制御についてのメカニズムは国内外で広く研究されているにも
かかわらず、幹細胞のコロニーから不均一な細胞集団が局所的に出現するメカニズムにつ
いては未だほとんど明らかになっていない 2,8,42。再生医療において、この局所的な不均一性
は、目的細胞への分化誘導時に、複数方向に分化した細胞や未分化状態を保ったままの細
胞の創出に起与し、その結果ターゲット細胞の取得効率低下の原因となると考えられている
6。また、学術面においては、一つの受精卵から派生した一種のクローナルな細胞集団におい
て、複数の異なる性質を有する細胞が出現する初期発生の重要な仕組みを現わしていると
いう報告もある 14,15。これらのことから、多能性幹細胞の不均一性を引き起こす原因因子の
同定および詳細な機構解明は、医療応用のみならず発生学的観点からも重要であると考え
られる。 
多能性幹細胞に局所的な不均一性を付与する新たな候補因子の特徴として、以下の二つ
が考えられる。一つ目は、遺伝的背景が同一な細胞集団の一部で発現し、隣接細胞に局所
的な分化や形態変化のシグナルを送ること (特徴①) である。コロニーの一部の細胞のみに
局所的な刺激を与えるということは、分泌拡散されるタンパク質よりも、細胞膜近傍で機能発
現する非拡散性の膜タンパク質である可能性が高い。また、マウス ES 細胞では、樹立直後
から未分化維持に必要とされる LIFを添加した培養条件下でこの不均一性が観察されている
が、その条件にさらに 2i と呼ばれるMEK1/2 および GSK3β の阻害剤を添加することで、ES
細胞は機能および形態的に均一な基底状態 (Ground-state) での維持が可能となり、この
状態の ES 細胞を胚盤胞に移植するとキメラ形成能が大きく亢進することが知られている
4,43,44。このことから、候補因子の２つ目の性質として、2i の有無によって機能発現の ON/ 
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OFF が切り替わること （特徴②) が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
B 
図 1: マウス ES細胞の不均一性の概念図  
A: LIF 添加培地では個々の細胞が不均一な形態や性質を示すのに対し、2i (MEK1/2 および
GSK3β の阻害剤) を添加することで未分化状態が均一に保たれる 4。 
B: 特定方向への分化刺激なしに起こる、自発的な形態変化には EMT が関与する 24。 
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第 2 節 syntaxin-4 の機能 
 
t-SNAREファミリータンパク質として知られる syntaxinは、通常 C末端側の疎水性膜貫通
領域 (TM: trans membrane 領域) が膜に固定されており、細胞内の小胞輸送における標
的膜への膜融合に関与する (図 2)45-47。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方で、興味深いことに、細胞膜に局在している syntaxin ファミリーの一部は外部からの
刺激に応答した膜反転を契機に細胞の外側に提示され、細胞内とは全く異なる機能を発揮
する 48-53。この機能発現には新たな転写や翻訳が必要とされないため、即座に隣接する細胞
に局所的な刺激を与えることができると考えられる。一例として、syntaxin ファミリー分子の一
つである epimorphin (別名 syntaxin-2) は SNARE タンパク質として小胞輸送に関与するだ
けでなく外部刺激に応じて一部が特定の細胞から分泌されると、シグナル伝達因子としての
機能を発揮することが知られている 54。皮膚において epimorphin は、細胞膜の細胞質側で
ホスファチジルセリンと結合している Synaptotagmin や AnexinⅡと複合体を形成しているが、
オレイン酸、カルシウム流入およびアポトーシスによって引き起こされる細胞ストレスにより、
ホスファチジルセリンの膜反転に伴って細胞外へ提示された後、即座に切断され細胞外へ分
図3:小胞輸送過程におけるSyntaxinの細胞内機能 
 
SyntaxinのC末端側のTM領域は膜に埋め込まれており、Syntaxinはt-SNARE タンパク質として、細
胞内の小胞輸送における標的膜への膜融合の最初の段階に関与する。 
小胞	
融合　	
　　結合　	
Syntaxin	
図 2: る syntaxinの細胞内機能 
 
syntaxinは C末端側の TM領域で膜に埋め込まれており、細胞内では t-SNARE タンパク質
として、小胞輸送における標的膜への膜融合の最初の段階に関与する。 
内側 
外側 
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泌される 55,56。分泌された epimorphin は、表皮層の表皮角化細胞の受容体に作用し、表皮
角化細胞の分化を制御する。これ以外にも細胞外 epimorphin は肺や乳腺の分枝形成、内
皮細胞の管腔形成など、種々の組織の形態・機能分化に関わることが明らかになっている
48,50,54,56 (図 3)。  
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの先行研究を受け、近年当研究室において epimorphinと同じ syntaxinファミリーに
属する syntaxin-4 も一部が細胞外に発現しており、細胞内とは異なる作用を引き起こすこと
が報告された 49,52,57。syntaxin-4 は epimorphin と同じく、N 末端側から 3 つの α-へリックス
領域、SNARE および TM領域からなり、分子内にコイルドコイル複合体を形成する特徴的な
図 3: epimorphinの 細胞外機能の概要 
 
epimorphin は、細胞膜の細胞質側で Synaptotagmin や AnexinⅡと複合体を形成しているが、
種々の細胞外からの刺激により、ホスファチジルセリンの膜転移に伴い細胞外へ提示された後、
切断され細胞外へ分泌される。分泌された epimorphinは周辺細胞の受容体に作用し、表皮細胞
の分化異常を促すことが知られている (A)56。また特定の方向からの epimorphin刺激によって乳
腺上皮細胞の分岐形成が促進されることなども報告されており (B)、細胞外 epimorphin は多様
な細胞の分化や形態変化に深く関与している 50,55。 
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配列を有している (図 4) 47,57,58。syntaxin-4 と epimorphin の構造を比較すると、アミノ酸配
列の相同性は約 40%程度であるが、分子量および 2次構造やドメイン構造は非常によく似て
いる (図 4)57,59。先行研究において、表皮ケラチノサイトにおいて syntaxin-4の局在が調べら
れ、外部からの刺激のない状態でも細胞表面に提示されていることが明らかとなった。さらに、
その細胞外の機能として表皮の角質化および酸化ストレス耐性の促進といった、表皮細胞の
分化や成熟に関わることが判明した 52。 
さらに、epimorphin は細胞外に提示された後、速やかに切断され分泌型となるのに対し、
同じく細胞膜に局在する syntaxin-4 は細胞外に提示された後切断されることなく非拡散性の
タンパク質として機能することが示された 57。その機能発現の違いにはMMPによる切断部位
近傍のアミノ酸配列の違いによると考えられている。分泌前の epimorphin の分子量は
34kDa だが、MMP-14 によって切断されると 30 kDa 付近に検出される。その切断には
epimorphin の膜貫通領域から 20 番目の切断領域直後のヒスチジン残基が必須であること
が知られており、先行研究においてヒスチジンをアルギニンに置換した変異型 epimorphinは
切断が阻害されることが示されている 55。それと同様に、syntaxin-4 の予定切断領域直後の
アミノ酸はヒスチジンではなくアルギニンであるため、epimorphin と比較して syntaxin-4 は細
胞外提示された際分泌されず、より限定的な場所で機能を発揮すると考えられている 52。 
 
 
 
 
 
 
図 4: syntaxin-4および epimorphinの推定 2次構造 
 
syntaxin-4および epimorphinは 3つのヘリックス a、bおよび c、SNARE領域、TM領域で構成され
ている。これらのアミノ酸配列の相同性は 40%程度であるが、分子量および 2次構造は非常によく似
ている 57。また、epimorphinは細胞外提示された後、即座に切断され分泌型となるが、syntaxin-4は
細胞外に提示されたまま細胞膜に留まることがわかっている 52。 
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そこで、本研究では多能性幹細胞の不均一性を付与する新規候補因子の同定を目的とし、
先述の特徴①に示した、隣接細胞に局所的な分化や形態変化刺激を伝達する可能性のある
膜タンパク質syntaxin-4に着目した。しかし、これまでの細胞外syntaxin-4の機能は、すでに
分化が進行した乳腺や表皮の細胞のみで調べられており、発生のもっとも初期段階に位置
する多能性幹細胞における機能については全く未解明であった。そのため、まず、
syntaxin-4の ES細胞表面での不均一な発現および 2iの有無による発現パターンの変化に
ついて確認し、その後、細胞外 syntaxin-4 の分化や形態への機能を解析することとした (図
5)。 
 
 
 
 
 
 
図 5: 本研究の概略図 
本研究は未分化な ES 細胞に不均一性を生み出す候補因子として、遺伝的背景が同一の細胞集
団の中で隣接細胞に局所的な刺激を与えることが可能な syntaxin-4 に着目した。まず、
syntaxin-4 が未分化細胞表面で不均一に発現すること、また、幹細胞の均一化を促す 2i によりそ
の発現パターンが変化することを解析した後、syntaxin-4を ES細胞に作用させ、分化や形態に与
える影響およびその分子メカニズムについて調べた。 
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第 3章 材料と方法 
 
第 1 節 細胞培養 
マウス ES 細胞 E14-Tg2A (Parental ES) および細胞外 syntaxin-4 発現誘導 ES 細胞 
(ES-STstx4) は 0.1%のゼラチンを塗布した培養皿に播種し、ES 細胞用培地 [GMEM 
(Wako 社製)、 10% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen 社製)、 1 mM  sodium 
pyruvate (Sigma-Aldrich 社製)、 0.1 mM penicillin/streptomycin L-glutamine (Wako 社
製 ) 、  0.1 mM Non-essential Amino Acids (NEAA) (Wako 社製 ) 、  0.1 mM 
β-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich 社製) , leukemia inhibitory factor (LIF) (Wako 社製) ] 
にて培養した。また、未分化状態を均一に維持するために必要な MEK1/2 および GSK3β の
阻害剤の添加実験 (第 4 章 第 1 節および第 3 節) では、ES 細胞用培地に 1 µM の
PD0325901 (Invitrogen社製) および 3 µMの CHIR99021 (Invitrogen社製) (2i) を加えて
3日間培養した。また、コントロールとして等量のDMSO (Wako社製) を添加した。細胞の維
持は、ES 細胞用培地に 2i (上記と同濃度) を添加した状態で行い、各実験では、実験開始
前に 2iを除いた ES 細胞用培地に交換し、1 日以上培養したものを用いた。 
マウス胚性ガン細胞 (EC 細胞) 由来の F9細胞 (ATCC CRL-1720)、syntaxin-4 発現誘
導細胞 (F9-STstx4)、syntaxin-4安定発現細胞 (F9-sig-stx4) およびP-cadherin発現誘導
細胞 (F9-P-cad) には、DMEM/HamsF12 (DH) (Wako 社製) に最終濃度が 10%となるよ
うに FBS (Invitrogen 社製) を加えた培地 (DH10) を用意し、そこに 50 U/mL penicillin 
(Meiji Seika ファルマ社製) 、50 µg/mL streptomycin (Meiji Seika ファルマ社製) を添加し
た培養液を用いた。また、同じく EC 細胞由来の P19CL6 細胞 (RIKEN BRL RCB2318)、
syntaxin-4 発現誘導 P19CL6 細胞 (P19-STstx4) では、Alpha modified MEM  (α-MEM) 
(Wako社製) に最終濃度が 5%となるように FBSを加えた培地に、さらに 50 U/mL penicillin、
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50 µg/mL streptomycinを添加し、培養液を調製した。ES-STstx4、F9-STstx4、F9-P-cadお
よび P19-STstx4は 5 µg/ml Doxycycline (DOX) (Sigma-Aldrich社製) を 2日もしくは 3日
間添加し、外来遺伝子を発現誘導した。また ES-STstx4に 1.25 µMおよび 2.5 µM の PI3K
阻害剤 (LY294002)  (Wako社製) を添加した実験 (第 4章 第 3節) では、コントロールと
して、等量のDMSOを添加した。なお、今回用いた全ての細胞は 37℃、5%二酸化炭素濃度
を維持する炭酸ガス恒温培養装置中で無菌的に培養した。 
 
第 2 節 発現コンストラクトの作製および遺伝子導入 
細胞外 syntaxin-4 および P-cadherin 発現誘導 ES・F9・P19CL6 細胞 
DOX により細胞外 syntaxin-4 および P-cadherin の発現誘導が可能なコンストラクトを作
製するために、N 末端に IL-2 のシグナルペプチドと T7 タグを付加した syntaxin-457 と
P-cadherin の cDNA (竹市雅俊先生から頂いたもの)60 を PiggyBac-TET transposonプラ
スミド 61-64 の NotⅠと EcoRⅠ制限酵素サイトにクローニングした。また、このプラスミドには
IRES (Internal ribosome entry site) の下流にネオマイシン耐性遺伝子が連結されているた
め、理論上、薬剤選択で生き延びた細胞株は外来遺伝子を発現する。 この
PB-TET-T7-syntaxin-4 -IRES-NeoおよびPB-TET-T7-P-cad-IRES-Neoそれぞれのコンス
トラクトとともに、PB-CA-rtTA Adv と pCAG-Pbase61の計 3 種のプラスミドを Lipofectamin 
2000 (Life technologies社製) にて ES、F9および P19CL6細胞に遺伝子導入した。2日後
G418 (Gibco 社製) (終濃度: 500 µg/ml) および DOX (5 µg/ml) を添加し 1 週間セレクショ
ンした。その後 DOXを除き 5 日間培養したものを用いて、DOXの有無による外来遺伝子の
発現確認を免疫染色および qRT-PCRにて行った (ES-STstx4、F9-STsxt4、F9-P-cadおよ
びP19-STstx4)。また、今回は単一コロニーの選択によるクローナルアーティファクトを避ける
ため、薬剤耐性を示した複数コロニーが混合した状態で培養した。 
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細胞外 syntaxin-4 および P-cadherin の一過性発現細胞 
一過的に syntaxin-4 を発現した ES 細胞 (ES-T7stx4) を作製するために、pQCXIN 
Retroviral Vector (Invitrogen 社製) に T7 タグ付き syntaxin-4 が挿入されたコンストラクト 
(T7-stx4)  (当研究室で作成済み) 57を Lipofectamin 2000にて ES細胞に遺伝子導入し、3
日後免疫染色を行った。一過的に P-cadherin を発現した細胞 (P19-P-cad) は、上記の
PB-TET-T7-P-cad-IRES-Neoおよび PB-CA-rtTA Advを Lipofectamin 2000にて P19CL6
細胞に遺伝子導入し、24時間後 DOXを添加し、さらに 2日後免疫染色および qRT-PCRを
行った。 
 
細胞外 syntaxin-4 の安定発現 F9 細胞 
細胞外 syntaxin-4 を恒常的に発現する F9 細胞 (sig-stx4) を作製するために、N 末端に
IL-2 のシグナルペプチドおよび T7 タグが付加された syntaxin-4 を pIRES2-DsRed2 vector 
(Clontech 社製 ) の DsRed を EGFP に置換したベクターに挿入したコンストラクト 
(sig-T7-syntaxin-4) (当研究室にて作成済み) をエレクトロポレーション法により F9 細胞に
導入した。エレクトロポーレーションは CUY21 Pro-Vitro 遺伝子導入装置 (Nepagene社製) 
を用いて 125 mA、15 msecにて行い、3日後に 500 µg/ml G418 (Gibco社製) 含有DH10
培地に交換し、1 週間薬剤選択を行った。また、コントロールとして外来遺伝子を挿入してい
ない pQCXIN Retroviral Vector (empty vector) を導入した F9 細胞 (empty) を取得した。 
 
第 3 節 細胞の蛍光免疫染色 
 コラーゲン A1 (新田ゼラチン社製) でコートしたガラス 4 穴チャンバースライド (Falcon
社製) に培養細胞を播き、染色前に上清を除いた。冷メタノールで 10 分間固定後、TBS 
(Tris を 50 mM、NaClを 150.6 mM、CaCl2を 1.3 mM含む水溶液を HClで pH を 7.4に合
わせた溶液) で希釈した 2.5%スキムミルク (BD 社製) にて 1 時間ブロッキングした。TBS
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にて洗浄 (5 分×3 回) 後、2．5%スキムミルクを含む TBS で希釈した一次抗体を室温で 1
時間反応させた。TBS で洗浄 (5 分×3 回) 後、2．5%スキムミルクを含む TBS で希釈した
一 次 抗 体 を 1 時 間 反 応 さ せ た 。 TBS に て 洗 浄  (5 分 × 3 回 ) 後 、
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)  (1:1000) (Sigma-Aldrich 社製) で染色し、封入し
た。なお F-actin と二重染色を行ったサンプルに関しては、0.1% tritonX-100にて固定を行い、
抗体の代わりに F-actin に直接結合する Alexa-flour488 標識 Phalloidin (Invitrogen 社製) 
を用いて染色した。サンプルは共焦点レーザー顕微鏡 A1 (Nikon 社製) もしくは CCD 
camera VB-7010 (Keyence, Japan 社製) 付きの蛍光顕微鏡 AXIOSHOP (Zeiss 社製) を
用いて観察した。 
一次抗体は、抗 P-cadherin 抗体 (1:200)、抗 T7 抗体 (1:500) (Novagen 社製)、α-SMA 
(Sigma-Aldrich社製) (1:500)、ECCD2 (竹市雅俊先生からの頂いた) (1:200) を使用した。
二次抗体は、Alexa-flour488標識抗ラビット IgG抗体 (1:200) (Molecular Probe社製)、Cy3
標識抗ラット IgG 抗体 (Sigma-Aldrich 社製)  および Cy3 標識抗マウス IgG 抗体 (1:500) 
(GE Healthcare 社製) を使用した。 
 
第 4 節 ウェスタンブロッティング 
培養細胞を 1×SDSサンプルバッファーに懸濁し細胞溶解液を作製した。試料は 12%アク
リルアミドゲルを用いて、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) により展開後、
イモビロン-P PVDFメンブレン (Millipore社製) に転写し、TBSにて希釈した 5%スキムミルク
を用いて室温で 60 分間ブロッキングした。メンブレンはそれぞれHRP標識抗T7 抗体 
(1:1000)  (Novagen社製)、抗syntaxin-4 抗体 (1:200)、抗α-SMA (Sigma-Aldrich社製) 
(1:500)、抗Akt抗体および抗リン酸化Akt抗体 (Ser473) (CST Japan) (1:500)、抗β-actin抗
体  (1:1000) (Sigma-Aldrich社製 ) を使用した。抗P-cadherin抗体  (1:200) および抗
E-cadherin抗体(1:200) は竹市雅俊先生から頂いた。二次抗体は、HRP標識抗マウスIgG
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抗体  (1:1000) (GE Healthcare社製 )、HRP標識抗ラビット IgG抗体  (1:1000) (GE 
Healthcare社製) およびHRP標識抗ラットIgG抗体 (1:1000) (Sigma-Aldrich社製) を使用
した。最後に、ECL plus (GE Healthcare社製) を用いて検出した。 なお、ポリクローナル抗
syntaxin-4 抗体はsyntaxin-4 の組換えタンパク質をラビットに免疫することにより当研究室で
作製されたものを使用した 57。なお、定量化は解析ソフトImageJで行い、β-actinで標準化し
た 65。 
 
第 5 節 細胞表面のタンパク質のビオチン化による検出  
6 穴細胞培養皿 (nunc 社製) に ES 細胞を播き、T7-stx4 を遺伝子導入した。2 日後、培
養上清を捨て、PBS で 2 回洗浄後、PBS で希釈した 100 µg/mL の sulfo-NHS-biotin 
(thermo 社製) を添加し、15 分間氷上で反応させた。反応液を捨て、DH10 培地で洗浄し
反応を停止させた。細胞溶解緩衝液 (PBS中に 1 % Triton X-100、0.1 %アジ化ナトリウム、
プロテアーゼ阻害剤カクテルを混合した溶液) を添加した試料を、13,000 rpm、30 分間、遠
心し上清を回収した。NeutrAvidin agarose beads (Invitrogen 社製) を添加し 1 時間転倒
混和した後、遠心し、細胞溶解緩衝液で 3 回洗浄した後、1×SDS サンプルバッファーを添
加した。目的のタンパク質をウエスタンブロッティング法により抗 syntaxin-4 抗体 (1:200) を
用い検出した。 
 
第 6 節 細胞表面 syntaxin-4 の免疫沈降 
6穴細胞培養皿 (falcon社製) に ES細胞を播き、T7-stx4を遺伝子導入した。2日後、培
養上清を捨て、PBS で 2 回洗浄後、細胞溶解緩衝液に懸濁した。細胞溶解液を 13,000 
rpm にて 30 分間遠心後、それぞれの上清のみを回収した。これらに、抗 syntaxin-4 抗体 
(1:200) を添加し、1 時間反応させた。そこへプロテイン G ビーズ (GE Healthcare 社製) を
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添加した。1 時間反応させた後、ビーズを細胞溶解緩衝液で洗浄し、1×SDS サンプルバッフ
ァーを添加後、ウエスタンブロッティング法にて HRP 標識ストレプトアビジン (Sigma-Aldrich
社製) (1:1000) および抗 T7 抗体 (1:1000) (Novagen 社製) にて検出した。 
 
第 7 節 組換えタンパク質の作製 
組換えタンパク質 Green Fluorescent Protein (GFP) 、syntaxin-4 の Frgment1 (F1) 、
Fragment2 (F2) および Fragment3 (F3) は、TaKaRa Competent Cell BL21 (Takara 社
製)  に発現させた。これらの組み換えタンパク質を作製するために使用したコンストラクトは
当研究室で既に作製されていた 66。GFP、F1 (Met1~Glu110) , F2 (Ala111~Arg197) およ
び F3 (Gln198~Lys272) の各々の N 末端に His タグ (ヒスチジン 6 個)  を付加したインサ
ートをタンパク質高発現ベクターpET3a べクター (Novagen 社製) の Eco RⅠサイトに組み
込んだベクター (GFP-pET3、F1-pET3a、F2-pET3a および F3-pET3a)  を用いた。各種プ
ラスミドを用いてTaKaRa Competent Cell BL21を形質転換後、アンピシリン含有 LB培地に
播き、30℃で 16 時間振盪培養後、終濃度 2 mMの IPTG (Takara 社製) によりタンパク質
の発現誘導を行った。30℃で 2 時間振盪培養した後、菌液を 5,000 rpm、10 分間、4℃で遠
心し大腸菌を回収した。lysozyme (Sigma-Aldrich社製) を 2 mg/mLの濃度に添加した洗浄
用緩衝液 (0.1 M NaH2PO4、 0.01 M Tris-HCl [pH 8.0] ) に回収した大腸菌を懸濁し、30 分
間反応させた。-80℃で 1 時間凍結した後、室温で溶解する行程を 3 回繰り返した。菌液に 1 
mg/mLのDNase (Sigma-Aldrich社製)  を 100 µL添加し 1時間 37℃に置いた。菌液の粘
性がなくなったところで 8 M urea 溶液 (洗浄用緩衝液に urea を 8 Mの濃度に添加した溶
液) を加え氷上で超音波破砕した。得られた破砕液は 7,000 rpmで 30 分間、常温で遠心し
上清を回収した。Ni-NTA-agarose カラム (Qiagen 社製) を PBS (-) 溶液で平衡化した後、
細胞溶解液の上清を通し、His タグ融合タンパク質をカラムに吸着させた。8M urea溶液で洗
浄後、イミダゾール溶液 (8 M ureaに 250 mMの濃度にイミダゾールを添加し、pH8.0に合
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わせた溶液) で溶出した。溶出したタンパク質溶液を透析チューブ (Spectrum Labs 社製) 
に入れ、1 Lの PBS (-) で 12 時間ずつ、合計 3回 PBS (-) を交換し透析した。透析したタン
パク質溶液を回収し、13,000 rpm、30 分間、4℃で遠心し、上清 (可溶性画分) と沈殿 (不
溶性画分) に分離し、可溶性画分を実験に使用した (組換えタンパク質GFP、F1、F2および
F3)。 
 
第 8 節 RT-PCRおよびqRT-PCR 
 
培養細胞を 12 穴プレート (falcon社製) に播種し、翌日RNeasy Mini Kit (QIAGEN社製)  
を用いてRNA抽出を行った。得られたRNA溶液に、RNA PCR Kit (AMV) (タカラバイオ社製)  
に添付のプロトコルに従い、逆転写酵素およびRandom primerを含む逆転写用試薬を加え
て、65℃、5 分間熱処理を行った後に、逆転写反応によりmRNAを鋳型とするcDNAを合成し
た。次いで、逆転写反応後溶液に、以下のプライマーセット、T7-syntaxin-4 (5´- GGG GCG 
GCC GCA TGG CTA GCA TGA CTG GTG GAC-3´、 5´-TTT TAG CTG CGC CCG 
GAC C-3´) およびgapdh (5´-GGA TTT GGC CGT ATT GG-3´、 5´-TCA TGG ATG ACC 
TTG GC-3´) とQuick Taq HS DyeMix (TOYOBO社製) を用いて最終液量を 25 µLとなる
よう調整し、94℃10秒間、55℃ 30秒間、68℃1分間を 1サイクルとして 30サイクルのPCR
をサ―マルサイクラー用いて行った。PCR反応後溶液をエチジウムブロマイド入り 2.0%アガ
ロースゲルにより電気泳動を行い、トランスイルミネーターを用いてUV照射下で写真撮影を
行った。 
qRT-PCR では、同上の条件で精製した cDNA と FastStart Essential DNA Green 
Master (Roche 社製) を最終液量 10 µL となるように調整し、LightCycler Nano system 
(Roche社製) を用いてPCRを行った (45サイクル)。なお、定量化した全ての遺伝子発現は
インターナルコントロールである β-actin の値で標準化した。用いたプライマーセットを以下に
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示す (表 1)。 
表 1: qRT-PCRで使用したプライマーセット 
Target Forward Reverse 
E-cadherin GCTCTCATCATCGCCACAG GATGGGAGCGTTGTCATTG 
P-cadherin GCACTGCTGACCCTTCTACTG GGGCTCTTTGACCTTCCTCT 
Brachyury CCACAAAGATGTAATGGAGGAAC GAACAAGCCACCCCCATT 
αSMA CTCTCTTCCAGCCATCTTTCAT TATAGGTGGTTTCGTGGATGC 
MHC GAAGGAGGAGGAGCTTCAGG TCCTTGAAGCCTTTTCAGACTC 
BMP4 GAGGAGTTTCCATCACGAAGA GCTCTGCCGAGGAGATCA 
Tuj1 CCCACTCCATGTGAGTCCA GCAACATAAATACAGAGGTGGCTA 
Nanog TTCTTGCTTACAAGGGTCTGC CAGGGCTGCCTTGAAGAG 
Oct3/4 GTTGGAGAAGGTGGAACCAA CTCCTTCTGCAGGGCTTTC 
Slug CATTGCCTTGTGTCTGCAAG AGAAAGGCTTTTCCCCAGTG 
Snail CTTGTGTCTGCACGACCTGT CAGGAGAATGGCTTCTCACC 
Foxc2 GCAACCCAACAGCAAACTTTC GACGGCGTAGCTCGATAGG 
Vimentin TGCGCCAGCAGTATGAAA GCCTCAGAGAGGTCAGCAAA 
Cofilin TCCTTCTTCTCGTCCCAGTG TCATTCACTGTAACTCCAGATGC 
Zscan4 GACTGAACTATCTAACATCCTCAGCA TTGCAACATTCTTCTCTCTTTGA 
Gata4 GGAAGACACCCCAATCTCG CATGGCCCCACAATTGAC 
AFP TGGATGTCAGGACAATCTGG GCAGCTTTGCTTGGACAGT 
Zeb1 ACCCCTTCAAGAACCGCTTT CAATTGGCCACCACTGCTAA 
Gapdh TGACCACAGTCCATGCCATC GACGGACACATTGGGGGTAG 
β-actin CCTCACCCTCCCAAAAGC GTGGACTCAGGGCATGGA 
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第 9 節 細胞表面タンパク質の免疫蛍光染色法による検出 
 
コラーゲンA1 (新田ゼラチン社製) でコートした 4 穴チャンバースライドに 50%の細胞密度
で細胞を播種し、37℃、5%二酸化炭素濃度を維持する炭酸ガス恒温培養装置中で2日間培
養した。培地中に一次抗体を添加し、1 時間 37℃にインキュベートした後に培養上清を除去
し、TBSで洗浄 (5分×3回) 後、4% PFA (PBS中に 4%となるようPFAを混合しpHを 7から
8に調整した溶液) で 10分間固定した。さらに、TBSで洗浄 (5分×3回) 後、冷メタノールで
10分間固定した。二次抗体をTBSで希釈した 5%スキムミルクで、1時間反応させた。TBSに
て洗浄 (5 分×3 回) 後、DAPI (1:1000) で核を染色し、共焦点レーザー顕微鏡A1 もしくは
CCD camera VB-7010 (Keyence, Japan 社製 ) 付きの fluorescence microscope 
AXIOSHOP (Zeiss社製) を用いて染色状況を観察した。以下、免疫染色に用いた抗体と希
釈率を示す。一次抗体は、抗syntaxin-4 抗体 (1:100)、抗T7 抗体 (Novagen社製) および
抗β-actin抗体 (1:100) (Sigma-Aldrich社製) を使用した。二次抗体はAlexa-flour 488標識
抗ラビットIgG抗体 (1:200) (Molecular Probe社製)、Cy3 標識抗マウスIgG抗体 (1 :200)  
(Millipore社製) を使用した。 
 
第 10 節 細胞外 syntaxin-4 による細胞形態の解析 
細胞形態の観察のために、F9-STstx4、F9-P-cad、ES-STstx4 および P19-STstx4 を DOX
有り無しで 2 日間 (F9-STstx4、F9-P-cad)、3 日間  (ES-STstx4 and P19-STstx4) 培養し
た。長さ 10 µm以上の仮足が 3本以上伸展している細胞の数を計測した。P19-STstx4に関
しては、1 細胞の占める面積の割合を解析ソフト ImageJ を用いて定量化した 65。 
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第 11 節 RNAシーケンス解析 
細胞外 syntaxin-4 により発現量が変化する遺伝子 (differentially expressed (DE)  
genes) を調べるために、RIKEN CLSTの分子配列比較解析ユニットにて次世代シーケンサ
ーによる解析を行った。ES-STstx4 および親株の ES 細胞を DOX 有り無しで 3 日間培養し
た後に RNA を回収し、発現変動遺伝子を網羅的に解析した。ES-STstx4 で変化した遺伝子
のうち親株で変化した発現量を差し引いて、細胞外syntaxin-4による変動遺伝子を138個見
出した (発現変動率 2 倍以上かつ有意水準 q-value 0.01 以下のもの)。 
 
第 12 節 Zscan4遺伝子のノックダウン 
Zscan4 遺伝子を ES 細胞において発現抑制するために、先行研究で報告されていたオリ
ゴヌクレオチド siRNA (Nippon Gene 社製) を細胞に導入した 37。Zscan4 の ExonⅡに対す
る 4 本の siRNA (siRNA Zscan4 #1-4) (dTdTはオーバーハング 67) とコントロールである
Hilyte488-labbeled NEGS/NEGAS (Nippon Gene 社製) を 12 穴細胞培養皿に播種した
ES 細胞にそれぞれ Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent (Invitrogen 社製) を
用いて導入した。3日後 Zscan4および P-cadherinのmRNA発現量を qRT-PCRにて解析
した。以下に用いた配列および Zscan4 siRNA のターゲット配列を示す (表 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
siRNA Zscan4#1                                   
aaa 5’guagcgauaugaggagauudTdT 3’ 
3’dTdTcaucgcuauacuccucuaa 5’ 
  
siRNA Zscan4#3 
    5’caccaagugcucagcuaaadTdT 
3’dTdTgugguucacgagucgauuu 5’ 
 
Control siRNA 
 Hilyte 488 –labeled NEGS/NEGAS 
(universal negative control)  
siRNA Zscan4#2a     aaa 
aaaa5’gaccaacaauuuagaguuudTdT 3’ 
3’dTdTcugguuguuaaaucucaaa 5’ 
 
siRNA Zscan4#4 
aa 5’ gcugcaaagucucuggaagdTdT 3’ 
3’dTdTcgacguuucagagaccuuc 5’ 
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表 2: siRNA Zscan4 #1-4のターゲット配列 
Name of siRNA Target position on cDNA (bp)  Target Sequences 
siRNA Zscan4#1  514-532 (exonⅡ)  gtagcgatatgaggagatt 
siRNA Zscan4#2  236-254 (exonⅡ)  gaccaacaatttagagttt 
siRNA Zscan4#3  304-322 (exonⅡ)  caccaagtgctcagctaaa 
siRNA Zscan4#4 362-380 (exonⅡ)  gctgcaaagtctctggaag 
 
 
第 13 節 データー処理 
 定量結果の有意差検定には少なくとも 3 回の再現性確認実験とStudentのt検定、もしくは
Mann-WhitneyのU検定を用い、P < 0.05 を有意水準とした。 
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第 4章 結果 
 
第 1節 マウスES細胞におけるsyntaxin-4の細胞外局在 
 
ES細胞表面でのsyntaxin-4 の自発的な発現 
 
未分化維持因子LIFを添加した状態で培養したES細胞を用い、内在性syntaxin-4 の細胞
外提示について免疫蛍光染色にて検証した。膜透過処理を行った後に一次抗体を作用し、
細胞内外すべてのタンパク質を染色したもの (Total) では、細胞内タンパク質であるβ-actin
とともにsyntaxin-4 がコロニー内で均一に局在していることがわかった (図 1-1 A)。一方、膜
透過処理をする前に一次抗体を作用し、細胞外のタンパク質を染色したもの (Cell surface) 
では、細胞表面に提示されたsyntaxin-4 のみが染色された。さらに、その発現量は一つのコ
ロニー内でも個々の細胞で大きく異なっており、syntaxin-4 は未分化維持培地中のES細胞
表面で、不均一な発現パターンを示すことが明らかとなった (図 1-1 B)。 
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B A 
図 1-1： ES細胞表面での syntaxin-4の自発的な発現  
A: 上：膜透過処理後に一次抗体として syntaxin-4 (stx4) 抗体および β-actin抗体を作
用し、細胞内外のタンパク質を染色した (Total)。 
  下:二次抗体のみの染色 
B: 上:膜透過処理前に一次抗体を作用し、細胞外のみのタンパク質を染色した (Cell 
surface)。 
  下:ひとつのコロニーの Apical面と Lateral面に焦点を当てた染色図 
   矢印および矢じりは syntaxin-4の局在を示す。 
内在性 syntaxin-4 (緑)、 β-actin (赤)、 DAPI (青)、 スケールバー 10 µⅿ 
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MEK1/2 およびGSK3βの阻害剤による細胞外syntaxin-4の発現変化 
 
次に、マウスES細胞を強力に均一な未分化状態 (Ground state) で維持する作用を持っ
たMEK1/2およびGSK3βの阻害剤 (2i) 4を添加した場合の細胞外syntaxin-4の局在を確認
した。細胞表面の免疫染色にてコントロールのDMSOと比較したところ、その細胞外提示は
抑制される傾向であることが分かった (図 1-2 A)。また、免疫染色で見られた、2iの作用によ
るsyntaxin-4 の細胞外提示の抑制を検証するために、T7 タグ付きのsyntaxin-4 (シグナル
ペプチド無し) を一過的に発現させたES細胞に 2iを作用させ、細胞表面タンパクのビオチン
化を行った。その後、一つはsyntaxin-4抗体で免疫沈降 (IP) を行い、T7抗体で細胞内外の
syntaxin-4 (Total) と、ストレプトアビジン抗体で細胞表面のsyntaxin-4 (Cell surface) を検
出した。もう一つは、NeutrAvidin agarose beadsを用いてプルダウンアッセイ (Pull-Down) 
を行い、syntaxin-4 抗体で検出した (図 1-2 B)。結果として、どちらの方法からも細胞外表面
におけるsyntaxin-4の発現量は 2iによって減少することが明らかとなった (図 1-2 C,D)。さら
に、プルダウンアッセイにおける発現量の定量化を行ったところ、2iによる有意なsyntaxin-4
の細胞外提示抑制効果が見られた (図 1-2 D)。  
 
A 
B 
32 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 
D 
図 1-2： MEK1/2および GSK3βの阻害剤 (2i) による細胞外 syntaxin-4の発現量変化 
A:  2i (MEK1/2および GSK3β の阻害剤) を添加したときの syntaxin-4の局在を膜透過処理
前に一次抗体を作用した細胞外染色にて調べた (Cell surface)。 
    コントロールとして DMSOを使用した。 
内在性 syntaxin-4 (緑)、β-actin (赤)、DAPI (青)、スケールバー 10 μm 
B: 免疫沈降 (IP) およびプルダウンアッセイ (Pull-Down) の概要 
C: syntaxin-4 抗体で免疫沈降を行い、細胞内外 syntaxin-4 (Total) を T7 抗体で、細胞外
syntaxin-4 (Cell surface) を Strept avidin (St-Av) 抗体で検出した。 
D: 左:NeutrAvidin agarose beadsでプルダウンアッセイを行い、syntaxin-4抗体とβ-actin抗体 
(インターナルコントロール) で検出した。 
右 :プルダウンアッセイによる細胞外 syntaxin-4 の発現量を β-actin の発現量で割り 
(Relative expression)、定量化した。 N=3 *P<0.05  
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細胞外syntaxin-4 の発現細胞の割合 
 
次に、LIF添加時に不均一な発現パターンを示したsyntaxin-4 の細胞外提示について定量化
するために、T7タグ付きのsyntaxin-4を強制発現したES細胞を用いて免疫染色を行った。ま
ず細胞膜透過処理を行った後にT7 抗体にて遺伝子導入効率を算出した、約 30%であること
をたしかめた (図 1-3 A,C)。一方、同じ時に同条件で培養したサンプルを膜透過処理前にT7
抗体で検出したところ、細胞表面にsyntaxin-4 を発現していた細胞は約 6%であった (図 1-3 
B,C)。このことから、遺伝子導入によって細胞内に多量にsyntaxin-4 が発現している細胞を
100%としたとき、そのうちの約 20%の細胞が膜表面にsyntaxin-4 を提示することが明らかと
なった。 
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A 
図 1-3： 細胞外 syntaxin-4の発現量変化 
T7-タグ付きの syntaxin-4 を一過的に発現させた ES 細胞 (ES-T7stx4) を LIF 存在下で培養
し、免疫染色を行った。 
A: 左：膜透過処理後に一次抗体としてT7抗体およびβ-actin抗体を作用し、細胞内外のタンパ
ク質を染色した(Total) 。 
  右:二次抗体のみの染色 
 
B: 左:膜透過処理前に一次抗体を作用し、細胞外のみのタンパク質を染色した（Cell surface)。 
  右:同様に細胞外 syntaxin-4を染色したものを XY軸と XZ軸で同時に撮影した図 
内在性 syntaxin-4 (緑) 、 β-actin (赤) 、 DAPI (青) 、 スケールバー 10 µⅿ 
 
C: Total、Cell surfaceおよび二次抗体のみで、T7抗体によって染色された細胞数を一視野あ 
たりの細胞数で割った割合。 Totalからトランスフェクション効率（28±5%) を算出した。 
   N=18 ***P<0.001  
 
B 
C 
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第 2節 細胞外syntaxin-4による形態・分化への影響 
 
細胞外syntaxin-4 によるES細胞の形態への影響 
 
これまでの結果として、未分化なES細胞表面でsyntaxin-4 は不均一に発現しており、さら
にその発現は未分化状態を均一化する2iによって抑制されることが明らかとなった。これらは、
序論で述べたように、ES細胞の分化状態の不均一性にsyntaxin-4 が関わる可能性を示して
いると考えた。そこで次に、細胞外に提示されたsyntaxin-4が多能性幹細胞であるES細胞に
どのような影響を与えるのか、形態と分化に焦点を当て検討することとした。はじめに、細胞
外に強制的に提示させるためのシグナルペプチドとT7 タグを付加したsyntaxin-4 をDOX 
(Doxycycline) によって発現誘導可能な細胞 (ES-STstx4) を樹立した。RT-PCRと免疫染
色を用いて導入したsyntaxin-4 の発現確認を行った後に (図 2-1 A)、LIF添加培地にて
syntaxin-4 の発現誘導なしの細胞 (OFF) とDOX添加により発現を誘導した細胞 (ON) の
形態について比較した。その結果、発現誘導なしの細胞では、親株のES細胞と同様に細胞
同士が密に接着したコロニーを形成するのに対し、細胞外syntaxin-4 を発現誘導した細胞は、
細胞形態が扁平化するとともに仮足が形成され、さらに細胞間の接着は弱まった形態を示し
た (図 2-1 B)。  
 
 
 
A 
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E- to P-cadherinスイッチへの影響 
 
未分化維持因子LIFの存在下で細胞外syntaxin-4 により誘導される形態変化は、上皮間
葉転換 (EMT) で見られる変化に近いことから、次にEMTでよく観察されるcadherinスイッチ
について検証した。一般的なEMTでよく見られるcadherinスイッチはE- to N-cadherinスイッ
チであるが 68、後述の網羅的遺伝子解析結果からsyntaxin-4 によるN-cadherinの発現量変
化は認められなかった (参考資料 1-3)。そこで、近年癌細胞などのEMTで見られているE- to 
B 
図 2-1: 細胞外 syntaxin-4の発現確認とその形態への影響  
A: 外来性 syntaxin-4の発現確認 
細胞外に提示させるためのシグナルペプチドおよび T7タグを付加した syntaxin-4のコンス
トラクトを ES細胞に導入した syntaxin-4 発現誘導 ES 細胞 (ES-STsx4) に DOX を添加
して 2日後、発現確認を行った。 DOX非添加 (遺伝子発現OFF)、DOX添加 (遺伝子発
現 ON)、 
左: RT-PCR  インターナルコントロールとして gapdhを用いた。 
右: 免疫染色  細胞内外の染色 (Total)、細胞外染色 (Cell sruface)  
T7 (stx4) (緑)、 β-actin (赤)、 DAPI (青)、 スケールバー 10 µⅿ 
B: 細胞外 syntaxin-4による ES細胞の形態変化 
  左： DOXを添加して 2日後に細胞形態を観察した。下の写真は上の写真の拡大図 
  右: 細胞仮足形成細胞数の定量化 N=4、 ** P<0.01  スケールバー 20 µm 
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P-cadherinスイッチについて検証するために 33、ES-STstx4 細胞を用いてE-cadherinと
P-cadherinの発現量を調べたところ、E-cadherinはタンパク質レベルでの発現減少が確認さ
れた一方で、P-cadherinはタンパク質およびmRNAの両方が発現上昇することが分かった 
(図 2-2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-2: 細胞外 syntaxin-4による E- to P-cadherinスイッチへの影響  
syntaxin-4 発現誘導 ES 細胞に DOX を添加して 3 日後タンパク質と RNA を回収し
E-cadhedrinと P-cadherinの発現量をそれぞれ解析した。 
上：ウエスタンブロッティングのメンブレン 中・下:タンパク質およびmRNA発現量の定量化 
左: E-cadhedrinの発現量 N=4、 *P<0.05、  右:P-cadherinの発現量 N=3、** P<0.01 
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syntaxin-4 フラグメントによる細胞外syntaxin-4 の機能の検証 
 
これまでに、syntaxin-4 は未分化なES細胞表面に不均一に発現すること、また、細胞外
syntaxin-4 発現誘導ES細胞であるES-STstx4 を用いた実験からsyntaxin-4 はES細胞の形
態の扁平化とE- to P-cadherinスイッチを引き起こすことが判明した。しかし、今回示された
syntaxin-4 の効果が外来遺伝子を導入したことによるアーティファクトである可能性を払拭で
きていない。先行研究において、syntaxin-4 のフラグメントが乳腺上皮細胞の細胞外
syntaxin-4の活性を抑制することが示されていたことから 66、同フラグメントの組み換えタンパ
ク質を作成し、それらのアンタゴニスト活性について検討した。syntaxin-4 のHelix aおよびb
を含むフラグメント１ (F1)、Helix cを含むフラグメント 2 (F2)、SNAREドメインを含むフラグメ
ント 3 (F3) の組み換えタンパク質をそれぞれ作成し、親株のES細胞に添加して細胞形態に
ついて観察した。その結果、F1 およびF3 添加した細胞はコントロールであるGFPと比較して
細胞が丸くなり密なコロニーを形成する、細胞外syntaxin-4 を発現誘導した際と逆の作用が
示された (図 2-3 A)。次に、ES-STstx4 のDOX非添加時のp-cadherinの発現量を解析した
ところ、F1 のみで発現抑制効果が見られた (図 2-3 B)。また、親株のES細胞を用いて
E-cadhedrinおよびp-cadherinの発現量を解析したところ、これについてもsyntaxin-4 の発現
誘導時とは逆に、F1 によってE-cadhedrinの発現量は上昇し、p-cadherinの発現量は減少し
た (図 2-3 B)。さらに、ES-STstx4にDOXを添加して強制的にsyntaxin-4を細胞表面に発現
させた際の各フラグメントの効果を調べた。その結果、syntaxin-4 によって扁平化した細胞形
態がF1 により抑制され、p-cadherinの発現量も減少することが示された (図 2-3 C)。以上の
結果より、今回作製したF1 は細胞外syntaxin-4 の効果を阻害するアンタゴニストとして作用
すること、ならびに細胞外syntaxin-4の強制発現による効果は遺伝子導入によるアーティファ
クトではないことがが判明した。 
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C 
図 2-3: syntaxin-4フラグメントによる形態と cadherinへの効果  
syntaxin-4のフラグメントを各細胞に 50 ng/ml添加し 2日間培養した後の細胞形態を観察し、タン
パク質および RNAを回収した。 
A: 上: 各フラグメントの模式図 
下: 親株のES細胞 (Paretal ES) に各フラグメントを添加した際の形態 (矢印:仮足形成細胞)  
B: 左: ES-STstx4 (DOX非添加) の P-cadherinのmRNA発現量 
右: 親株の ES細胞における P-cadherin (mRNA) と E-cadherin (Protein) の発現量  
C: 上: ES-STstx4の各フラグメントによる形態への効果 
  下: 仮足形成細胞数の割合および P-cadherin (mRNHA) の発現量   
スケールバー 20 µm N=3、 * P>0.05  ** P<0.01  *** P<0.001 
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細胞外syntaxin-4 によるEMT関連因子及び中胚葉分化への影響 
 
細胞外syntaxin-4 によりEMT様の形態変化とE- to P-cadherinスイッチが誘導されたこと
から、次に、典型的なEMTの関連マーカーおよび分化マーカーの発現について調べることと
した。まず、EMT関連マーカーとしてE-cadhedrinを転写レベルで抑制する転写因子Snail、
Slug、Foxc2 や、EMTで発現上昇する中間系フィラメントのVimentin、およびF-actinの脱重
合を促進するCoffilinのmRNA の発現量を調べた 24,69-71。結果として、細胞外syntaxin-4 を
発現誘導しても、EMT関連転写因子やVimentinの発現はほとんど変化しない、もしくは減少
することがわかった (図 2-4 A)。このことから、細胞外syntaxin-4 によって誘導された形態変
化およびcadherinスイッチは、典型的なEMTとは異なる可能性が考えられる。つづいて、多
能性幹細胞の形態変化と密接に関与することが知られている分化への影響を調べた。各方
向への分化マーカーのmRNA量を検討した結果、細胞外syntaxin-4 はBrachyury、αSMA、
MHCなど中胚葉系列の分化を促進するとともに、未分化維持因子のNanogを抑制すること
が分かった。その他、外胚葉マーカーのTuj1 やbmp4などは変化しなかった。このことから、
細胞表面に提示されたsyntaxin-4 により中胚葉系列の細胞に分化が誘導されることが明ら
かとなった (図 2-4 B)。 
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A 
図 : 細胞外 syntaxin-4による EMT関連因子と分化マーカーへの影響 
A: EMT関連転写因子 Slug、Snail、Foxc2 および細胞骨格マーカーCofilin や Vimentin の mRNA レ
ベルを qRT-PCRにて調べた。また、Vimentinについてはタンパク質発現量も定量化した。 
B: 各分化マーカーおよび多能性関連マーカーについての mRNA発現量を調べた。 
N = 4   *: P < 0.05 
 
 
2-4: 細胞外 syntaxin-4による EMT関連因子と分化マ カーへの影響 
 nail、Foxc2および細胞骨格マーカーCofilinや Vime tinのmRNA
レベルを qRT-PCRにて調べた。また、Vimentinについてはタンパク質発現量も定量化した。 
 NA発現量を調べた。 
    *    0.05 
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第 3節 細胞外syntaxin-4の下流因子の同定 
 
次世代シーケンサーによる細胞外syntaxin-4 の下流因子の探索 
 
細胞外syntaxin-4 のさらなる下流因子の手がかりを探るため、ES-STstx4 を用いて次世
代シーケンサーにてトランスクリプトーム解析を行った。その結果細胞外syntaxin-4 を発現誘
導することでp-cadherinやbrachyuryなどこれまで明らかとなった因子の他に未分化関連因
子zscan4の発現が抑制されることがわかった (図 3-1 A)。遺伝子発現変動が 4倍以上かつ
有意水準のQ-valueが 0.01 以下の遺伝子について、解析ソフトPANTHERを用いて機能分
類を行ったところ、細胞間結合因子や触媒活性をもつ因子、さらに転写因子などが変動する
ことが分かった (図 3-1 B)。 
 
 
A 
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図 3-1: 細胞外 syntaxin-4によって変動する遺伝子の網羅的解析 
A:  ES-STstx4 を用いて DOX 添加により発現を誘導した細胞で変化する遺伝子を Volcano 
Plot 形式で示した。横軸中央の 0 から右側が発現上昇した遺伝子、左側が減少した遺伝
子を示す。縦軸は有意水準を示し、上部ほど高い有意水準で変動した遺伝子であること
がわかる。また赤色で示したドットは発現変動が 4 倍以上かつ有意水準 q-value が 0.01
以下の遺伝子を示す。 
B: 変動遺伝子の機能的分類 
解析ソフト PANTHER-GO-Slim を用いて、Aの赤色で示した発現変動遺伝子を機能分類し
た。 (binding は主に Protein binding および Nucleotide binding を示す) 
 
B 
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細胞外syntaxin-4 と未分化状態安定化因子Zscan4 との関係 
 
次に、機能的分類のうち転写因子のグループに含まれた未分化状態の安定化に寄与する
とされるZscan4 ファミリーに着目した。この遺伝子は、6 つのパラログ (a-f) をもつ遺伝子で、
ES細胞では未分化状態を保ったまま自己増殖するために必要とされている 1,37。今回の次世
代シーケンサーの結果、このZscan4ファミリー全てがsyntaxin-4発現誘導時に抑制されてい
ることが分かった。さらに、qRT-PCRにてmRNA量を解析したところ、同様にzscan4 の発現
量の減少が見られた (図 3-2 A)。そこで、Zscan4 が細胞外syntaxin-4 の下流因子であるこ
とを確かめるため、親株ES細胞を用いてzscan4 をノックダウンした際に、syntaxin-4 で発現
上昇することが示されたp-cadherin (図 2-2) の発現について調べることとした。その結果、
siRNAでzscan4 を抑制すると、p-cadherinが発現上昇することがわかった (図 3-2 B)。しか
し、zscan4 ノックダウンによるp-cadherinの発現上昇度合いは、細胞外syntaxin-4 を発現誘
導したときと比較し小さかったことから、Zscan4 は細胞外syntaxin-4 の下流因子ではあるが、
その効果は一部であることが示された。 
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A 
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図 3-2: syntaxin-4による Zscan4への影響 
ES-STstx4を用いて DOX添加により Zscan4の発現変化を解析した。 
A: 左: 次世代シーケンサーによる zscan4 ファミリーの発現変動 
   右: qRT-PCRによる zscan4の発現変動解析 N=3  * P<0.05  
B: siRNAを用いて zscan4をノックダウンした際の zscan4および p-cadherinの 
発現変化を qRT-PCRを用いて解析した。 N=3  * P<0.05  
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細胞外syntaxin-4 によるPI3K/Aktシグナルへの影響 
 
Zscan4 ファミリーはES細胞において、PI3K/Aktシグナルによって正に制御されていること
がわかっている 41。そこで、細胞外syntaxin-4の下流シグナルとの関わりを調べるため、活性
化型のAktの発現量を調べた (図 3-3 A)。その結果、細胞外syntaxin-4 により、リン酸化Akt
の量は有意に減少することがわかった。さらに、親株のES細胞にPI3Kの阻害剤 
(LY294002)を添加し、これまで判明したsyntaxin-4 の下流因子、p-cadherinおよび
brachyuryへの影響を調べた。結果として、PI3K阻害剤の濃度依存的にzscan4 の発現量は
減少し、反対にp-cadherinは上昇することがわかった (図 3-3 B)。また、brachyuryに関して
効果は見られなかった。 
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図 3-3: PI3K/Aktシグナルと細胞外 syntaxin-4の関わり 
 
A: 細胞外 syntaxin-4を発現誘導したときのリン酸化型 Aktの発現量を調べた。 
リン酸化型 Aktを Totalの Aktで割り、定量化した。 N=4 * P<0.05  
B: PI3Kの阻害剤 (LY294002) を親株の ES細胞に添加し、その際の Zscan4、P-cadherinおよ
び BrachyuryのmRNA 量を定量化した。   N = 4 * P<0.05  ** P < 0.01 
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MEK1/2 およびGSK3β阻害剤による細胞外syntaxin-4 の 
機能への影響 
 
前述の結果 (図 1-2) より、syntaxin-4 の細胞外提示はES細胞の未分化性を均一に保つ
MEK1/2 およびGSK3βの阻害剤 (2i) によって抑制されることがわかっている。そこで次に、
細胞外syntaxin-4の機能とこの 2つの経路の関係について調べるため、2iを添加すると同時
にsyntaxin-4 の発現を誘導し、形態や分化への影響を解析した。その結果、2i未添加のES
細胞は細胞外syntaxin-4 によって形態の扁平化が促進されたが、2iを添加した細胞では、
syntaxin-4 による細胞形態の変化は見られなくなった (図 3-4 A)。一方、これまでsyntaxin-4
によって誘導された主な分化マーカーであるp-cadherin、brachyuryおよびzscan4 について
2iを添加した状態で調べたところ、各遺伝子はこれまで同様、細胞外syntaxin-4 によって発
現量が上昇することが判明した (図3-4 B)。このことから、細胞外syntaxin-4による形態変化
にはこの 2 つの経路の少なくともどちらかが関与する可能性が考えられる。また、2iは強力な
未分化性維持因子であるにもかかわらず、強制的にsyntaxin-4 を細胞外提示しただけで、中
胚葉系列への分化が誘導されることが分かった。このことは 2iの未分化性維持因子としての
主要な役割は、syntaxin-4 の細胞外提示の抑制であるという可能性を示している。 
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A 
図 3-4: 細胞外 syntaxin-4の形態・分化への影響とMEK1/2および GSK3βの関係 
  
A: 上: コントロールとしてDMSOを添加したものと、2iを添加したもので、細胞外 syntaxin-4
による形態への影響を比較した。下段の写真は上段の拡大図を示す 
下: 仮足形成細胞数の定量化 N=4  ** P<0.01  *** P<0.001 
B: 2iを添加した状態で細胞外 syntaxin-4を発現誘導したときの分化マーカーのmRNA量を
定量化した。 N=4 * P<0.05  
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第 4節 F9細胞における細胞外syntaxin-4の機能 
        (cadherinスイッチと形態との関わり)  
 
細胞外syntaxin-4 によるF9 細胞の形態への影響 
 
これまでの結果として、①LIFによる未分化状態のES細胞の一部で内在性syntaxin-4 が
細胞外提示していること、②細胞外syntaxin-4 を発現誘導したES細胞で、形態の扁平化、E- 
to P-cadherinスイッチおよび中胚葉系列への分化が促進されることが明らかとなった。次に、
これらの表現型の関連性を調査するにあたり、適切な評価細胞の選定を行った。ES細胞は
zscan4を含む様々な未分化および分化関連因子が複雑に絡み合っているため 72、一つの要
素が変化することで複数の細胞応答が導かれてしまう可能性が高い。そこで今回は、一つ一
つの要素の繋がりを探る手段として、ES細胞より単純な系であるEC (胚性癌) 細胞を用いる
こととした。EC細胞はマウスES細胞の樹立が成功していなかった 1980 年代から多能性幹
細胞のモデルとして世界中で広く使用されていた細胞で、ES細胞と同様にテラトーマ形成能
を有することから潜在的な多能性を有しているにもかかわらず、非常に簡便な培養条件 (LIF
や 2iを必要としない) で安定的に未分化性を維持できることが知られている 73-75。その中でも
今回用いたF9 細胞は、培養下では内胚葉系列への分化誘導が可能な未分化細胞であり、
E-cadherinが発現した密なコロニーを形成する一方で、zscan4の発現は認められない 73。よ
って、この細胞を用いることで、中胚葉分化および zscan4 の関与を除外し、細胞外
syntaxin-4 のcadherinスイッチと細胞形態の関連性に着目した解析を行えると考えた。 
まず、ES細胞と同様にDOX添加の有無で細胞外syntaxin-4 の発現誘導が可能な
F9-STstx4細胞を樹立した (図 3-4 A)。この細胞の形態について観察すると、ES細胞と同様
に、syntaxin-4 を発現した細胞では細胞間結合が抑制され、仮足形成が促進された (図 3-4 
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B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
 
B  
図 4-1: 細胞外 syntaxin-4の発現確認とその形態への影響  
A: 外来性 syntaxin-4の発現確認 
細胞外に提示させるためのシグナルペプチドおよび T7タグを付加した syntaxin-4のコンス
トラクトを F9細胞に導入した syntaxin-4発現誘導 F9細胞 (F9-STstx4) に 
DOXを添加して 2日後、RT-PCR (左) と免疫染色 (右) を用いて発現確認を行った。 
T7 (stx4) (緑)、 β-actin (赤)、 DAPI (青)、 スケールバー 10 µⅿ 
B: 細胞外 syntaxin-4による ES細胞の形態変化 
  左： DOXを添加して 2日後に細胞形態を観察した。下の写真は上の写真の拡大図 
     矢印は仮足形成細胞を示す。 
  右: 仮足形成細胞数の定量化 N=4、 *** P<0.001 スケールバー 20 µm 
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E- to P-cadherinスイッチへの影響 
 
F9 細胞においても細胞外syntaxin-4 の発現によりES細胞と同様の形態変化が見られた
ことから、次にcahderinスイッチについて検討した。その結果、F9 細胞でもE-cadherinのタン
パク質レベルでの発現減少とP-cadherinの転写レベルでの発現上昇が確認された (図 4-2 
A)。また、リン酸化Aktの発現量についても確認したところ、細胞外syntaxin-4 によって減少
することがわかった (図 4-2 B)。以上のことから、F9 細胞においても細胞外syntaxin-4 は
cadherinスイッチとAktシグナルに関してES細胞と同様の効果を示すことが判明した。 
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図 4-2: 細胞外 syntaxin-4による E- to P-cadherinスイッチへの影響  
A :syntaxin-4 発現誘導 ES 細胞に DOX を添加して 2 日後タンパク質と RNA を回収し
E-cadhedrinと P-cadherinの発現量をそれぞれ解析した。 
上 :ウエスタンブロッティングのメンブレン 中下:タンパク質およびmRNA発現量の定量化 
左 :E-cadhedrinの発現量   右 :P-cadherinの発現量 N=4、** P<0.01 
 
B :細胞外 syntaxin-4によるリン酸化型 Aktの発現量を調べた。 
左：メンブレン 右 :リン酸化型 Akt (p-Akt) を Totalの Aktで割り、定量化した。  
N=4 * P<0.05 
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細胞外syntaxin-4 によるEMT関連因子および分化マーカーへの影響 
 
形態およびcadherinスイッチの変化はES細胞とF9 細胞で酷似していたことから、続いて
EMT関連因子と分化マーカーについての検討を行った。典型的EMTで発現誘導されるSnail、
Slug、Zeb1、VimentinおよびCofilinの発現量は変化しなかった。また、中胚葉マーカーであ
るαSMAおよびMHCも変化は見られなかった。培養下でF9細胞はレチノイン酸 (RA) によっ
て内胚葉系列の細胞のみに分化することが知られているが、syntaxin-4は発現誘導しても内
胚葉分化マーカーであるGata4 およびAfp76の発現変化は見られなかった (図 4-3)。 
 
 
 
 
 
図 : 細胞外 syntaxin-4による EMT関連因子と分化マーカーへの影響 
細胞外 syntaxin-4を発現誘導して 2日後 RNAを回収し、EMT関連転写因子 Snail、Slug、Zeb1
および細胞骨格マーカーCofilin および Vimentin とともに、中胚葉マーカーの αSMA および
MHC、内胚葉マーカーの Gata4および Afpの mRNAレベルを qRT-PCRにて解析した。RAは内胚葉
分化のポジティブコントロールとして用いた。 N = 4  *: P < 0.05 
 
 
4-3: 細胞外 syntaxin-4による EMT関連因子と分化マーカーへの影響 
axin-4を発現誘導して2日後RNAを回収し、E ai 、Slug、Z
ofi in および Vimentin と もに、中胚葉マーカー αSMA
HC、内胚葉マーカーのG ta4および AfpのmRNAレベルを qRT-PCRにて解析した。RAは
内胚葉分化のポジティブコントロールとして用いた。 N = 4  * P < 0.05 
2.0 
1.0 
0 
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P-cadherin強制発現による形態への影響 
 
F9 細胞においてもES細胞と同様のE- to P-cadherinスイッチおよび形態変化 (①仮足形
成 ②細胞間接着の抑制) が見られたことから、これらの関係性を調べるため、まずF9 細胞
にP-cadherinを強制発現させた際の形態への影響を観察した。細胞外syntaxin-4 と同様に
DOX添加によりP-cadherinの発現誘導可能な細胞 (F9-Pcad) を作製した。DOXを添加し
て 2 日後の形態を観察したところ、P-cadherinを発現させた細胞では仮足形成が促進してい
たが、細胞間接着の抑制は見られなかった  (図 4-4 A)。また、免疫染色にてF-actinと
P-cadherinを共染色したところ、やはりP-cadherinの発現細胞で仮足形成の促進は見られ
たが、細胞間接着は保たれたままだった (図 4-4 B上)。さらにこの仮足形成への効果は
P-cadherinの機能阻害抗体PCD1 を培地に添加することで阻害されることがわかった (図
4-4B下)。 
 
  
57 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-4: P-cadherin強制発現による形態への影響 
P-cadherin発現誘導細胞 (F9-P-cad) に DOXを添加し二日後の細胞を
観察した。矢印は仮足形成細胞を示す。 
A: 明視野の写真 上図を拡大した写真を下に示す。 
B: 上： 免疫染色写真 F-actin (緑)、P-cad (赤)、DAPI (青)   
 下 :  P-cadherin の ON/OFF に加え、DOX を添加すると同時に
P-cadherin阻害抗体であるPCD1を添加しものも併せて仮足形成
細胞数を計測した。 
N = 4  ** P < 0.01 *** P<0.001 スケールバー: 20 µm 
 
 
A 
B 
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E-cadherin の機能阻害による形態変化 
 
P-cadherinを発現させたF9 細胞では仮足形成の促進は見られるのに対し、細胞外
syntaxin-4 で観察された細胞間接着の抑制は見られなかった。そのため、次に細胞間接着
の主要な構成因子であり、syntaxin-4 により有意な発現減少が見られたE-cadhedrinの機能
阻害を行った。親株のF9 細胞にコントロール抗体とE-cadhedrinの機能阻害抗体である
ECCD1 をそれぞれ添加し、2 日後形態を観察した。すると、ECCD1 を添加した細胞では細
胞間結合が弱まった形態を示したが、P-cadherinの強制発現細胞で見られたような仮足形
成の促進は観察されたなかった (図 4-5 A) 。一方、細胞形態とE-cadherinの関係性を調べ
る別の実験として、人工的に基質への進展を制御した際のE-cadherinの発現量について検
討した。具体的には、ペトリディッシュ上で細胞を培養し、基質への進展を阻害した場合と、
Poly-L-lysineコートによって物理的に細胞を進展させた場合でのE-cadherinの発現量をタン
パクおよびmRNAレベルで解析した。その結果、Poly-L-lysine上で進展した細胞で
E-cadherinのタンパク質レベルでの発現減少が観察された (図 4-5 B) 。 
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図 4-5: E-cadherin阻害による形態への影響 
A: 親株の F9細胞 (Parental F9) に E-cadherinの機能阻害抗体である ECCD1を添
加し、細胞形態を観察した。 
上図を拡大した写真を下に示す。 
B: 左： ペトリディッシュ上で培養した細胞 (petri) と Poly-L-lysine コート上で培養した 
細胞 (pL-Lysine) の細胞形態 
 右: E-cadherinの発現量をタンパク質レベルおよびmRNAレベルで解析した。 
    N = 4  *** P<0.001 スケールバー: 20 µm 
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E- to P-cahderinスイッチの模倣による形態変化 
 
これまでの結果から、P-cadherinを発現させた細胞では仮足形成のみが促進され、
E-cadherinを機能阻害した場合は、細胞間接着の抑制のみが見られた。そこで、この二つの
条件を組み合わせることで、E- to P-cahderinスイッチを模倣した場合、細胞外syntaxin-4 に
よる形態変化と同様の効果が見られるのかを検討した (図 4-6 A)。その結果、P-cadherinを
発現誘導した場合と比較して、P-cadherinの発現と同時にECCD1 を添加した場合では、仮
足形成とともに細胞間接着の抑制も見られ、細胞外syntaxin-4による形態変化と似た様子が
観察された (図 4-6 B)。 
 
 
 
 
 
 
 
A 
B 
図 4-6: 人工的な E- to P-cahderinスイッチの模倣による形態への影響 
P-cadherin 発現誘導細胞 (F9-P-cad) にコントロール抗体および ECCD1 抗体をそれぞ
れ添加し、その形態を観察した。 
A: E- to P-cahderinスイッチ再現の模式図 
B: 左: 明視野の写真  
右: 仮足形成細胞数の定量化 
    N = 4  ** P<0.01 *** P<0.001 スケールバー: 20 µm 
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長期的な細胞外 syntaxin-4 の発現による分化への影響 
培養系では内胚葉のみに分化誘導が可能なF9 細胞において、短期的にsyntaxin-4 を発
現させても、分化には影響がないことが示されたため、次に長期間発現させた場合の分化へ
の影響ついて調べることとした。これまで使用していたDOXによる発現誘導細胞である
F9-STsxt4は、DOX添加 4日前後で細胞がアポトーシスを起こし長期間の維持ができなかっ
た。そのため、幹細胞では過剰発現の程度が緩やかなCMV (Cytomegalovirus) プロモータ
ーの下流にシグナルペプチドを付加したsyntaxin-4 導入したコンストラクトを用いて細胞外
syntaxin-4の安定発現細胞株sig-stx4を作製した。コントロールのEmptyベクターを導入した
細胞と比べ、syntaxin-4 の安定発現細胞では仮足形成の促進が観察された (図 4-7 A)。ま
たその際のF9 細胞が内胚葉系列へ分化し際に発現上昇することが知られるGata4、Cofilin
およびVimentinについて確認したところ、全ての発現量の上昇が確認できた (図 4-7 B)。し
たがって、F9 細胞において、細胞外syntaxin-4 の短期間の発現では形態のみに作用するが、
長期間発現することで内胚葉へも分化誘導が行われる可能性が示された。 
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図 4-7: 細胞外 syntaxin-4安定発現細胞の分化への影響 
 
A: 細胞外 syntaxin-4 を長期間安定発現させるために CMV プロモーターの下流にシグナル
ペプチドと T7 タグを付加した syntaxin-4 を繋いだコンストラクトを F9 細胞に導入した 
(sig-stx4)。スケールバー: 20 µm 
  上: コンストラクトの模式図 
  右: T7抗体を用いて導入した syntaxin-4の発現確認を行った。 
  下: コントロールの Emptyベクターを導入した細胞と sig-stx4細胞の形態 
B: コントロール細胞と sig-stx4細胞のRNAを抽出し、F9細胞が内胚葉へ分化した際のマー
カーの発現量を qRT-PCRにて調べた。 N = 4  ***: P < 0.001 
 
(d)  
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第 5節 P19CL6細胞における細胞外 syntaxin-4の機能 
(P-cadherin と中胚葉分化の関係)  
 
細胞外 syntaxin-4 による P19CL6 細胞の形態への影響 
 
前述のF9 細胞を用いた実験において、syntaxin-4 による形態変化にはE- to P-cahderin
スイッチが深く関与する可能性が示されたが、このcadherinスイッチと中胚葉分化の関係に
ついては未だ明らかになっていない。そこで次に、F9 細胞と同様にzscan4 の発現は見られ
ない一方で、培養条件下でも中胚葉への分化誘導が可能なEC細胞の一種、P19CL6 細胞
を用いることとした 77,78。細胞外syntaxin-4 発現誘導P19CL6 細胞 (P19-STstx4) を作製し
発現確認を行ったのちに (図 5-1 A)、その形態について観察したところ、ES細胞と同様に細
胞外syntaxin-4 により細胞形態の扁平化が確認された (図 5-1 B)。 
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A 
B 
図 5-1: 細胞外 syntaxin-4による P19CL6細胞の形態変化  
 
A: 細胞外 syntaxin-4 発現誘導 P19CL6 細胞 (P19-STstx4) に DOX を添加して 3 日後
RT-PCR と免疫染色を行い syntaxin-4 の発現を確認した。 インターナルコントロール: 
gapdh 
   T7 (緑)、 β-actin (赤)、 DAPI (青)       
B:  P19-STstx4細胞に DOXを添加して 3日後細胞形態を観察した。 
  左: 明視野の写真 下の図は上の拡大図を示す。スケールバー: 20 µm 
  右: 各細胞の占める面積の平均値   N =10  **: P < 0.01   
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細胞外syntaxin-4 による中胚葉分化への影響 
 
P19CL6細胞でも細胞外syntaxin-4により細胞形態の変化が見られたことから、ES細胞と
同様にE-to P-cadherinスイッチおよび中胚葉分化マーカーの発現について変化が見られる
のか確認した。P19CL6 細胞ではE-cadherinの発現は検出限界以下であったが、
P-cadherinは細胞外syntaxin-4 により発現上昇することがわかった (図 5-2 A)。またその際、
中胚葉マーカーであるαSMAの発現をウエスタンブロッティングおよび免疫染色で確認したと
ころ、細胞外syntaxin-4 によって発現量が上昇することが判明した (図 5-2 B)。さらに、免疫
染色の結果からαSMAを強く発現した細胞より扁平化することが確認できた。また、他の分化
マーカーについてmRNAレベルで検討したところ中胚葉マーカーであるbrachyuryは発現上
昇したが、その他の分化マーカーは変動しなかった (図 5-2 C)。このことから、P19CL6細胞
においても細胞外syntaxin-4は形態変化および中胚葉分化を促進することが確かめられた。 
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A 
図 5-2: 細胞外 syntaxin-4による P-cadherinおよび中胚葉分化への影響  
細胞外 syntaxin-4発現誘導 P19CL6細胞 (P19-STstx4) に DOXを添加して 3日後サンプ
ルを回収した。 
  
A: P-cadherinの発現をウエスタンブロッティングにて確認した。 
   N =４  *: P < 0.05 
B: 中胚葉マーカーの αSMAの発現をウエスタンブロッティング、qRT-PCRおよび免疫染色
にて確認した。  
  左: αSMAのタンパク質レベルの発現量 中: αSMAのmRNA レベルでの発現量 
     N=4 *P<0.05 
  右: αSMAの免疫染色 αSMA (赤)、 T7 (緑)、 DAPI (青)   スケールバー: 20 µm 
     
C: 各分化マーカーの mRNAレベルの発現量 Brachyury (中胚葉)、 Tuj1 (外胚葉)、 
Gata4 (内胚葉)、 Cofilin (細胞骨格)  N =4  *: P < 0.05  
 
67 
 
P-cadherin強制発現による形態と中胚葉分化への影響 
 
最後に、P-cadherinの発現と形態変化及び中胚葉分化への影響を調べるため、親株の
P19CL6 細胞にP-cadherinを一過的に発現させた際の形態および中胚葉マーカーについて
検討した。免疫染色によってP-cadherinを発現した細胞では細胞の扁平化及び仮足形成が
確認された (図 5-3 A)。一方、mRNAを回収しp-cadherinおよび中胚葉マーカーであるαsma
の発現を確認したところ、p-cadherinの発現上昇は確認されたが、αsmaの発現に変化は見
られなかった (図 5-3 B)。このことから、P-cadherinは中胚葉分化には寄与しない可能性が
示された。 
 
 
 
 
 
 
  
B 
A 
図 5-3:  P-cadherin強制発現による形態および中胚葉分化への影響  
P-cadherin を一過的に発現した P19CL6 細胞 (P19-P-cad) を用い免疫染色にて形態変化
を、qRT-PCRにて中胚葉分化への影響を調べた。  
 
A: P-cadherinの免疫染色 P-cadherin (赤) DAPI (青)  スケールバー: 20 µm 
 
B: p-cadherin および中胚葉マーカーの αsmaの発現を qRT-PCRにて確認した。  
   N=4 *P<0.05 
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第 5章 考察 
 
syntaxin-4 の細胞外局在について 
本研究結果より、t-SNAREタンパク質であるsyntaxin-4 は、ES細胞集団の一部で局所的
に細胞外に提示され、形態変化や中胚葉系列への分化を誘導することが明らかとなった。さ
らに、これらの変化は未分化維持因子LIFの添加培地において確認されたことから、
syntaxin-4 の細胞外提示は未分化なES細胞における分化状態の不安定化に関与する可能
性が考えられる (図 6) 。しかし、未だsyntaxin-4 がどのようなメカニズムで細胞外に提示さ
れるのかについては明らかになっていない。今回の結果からMEK1/2 およびGSK3βの阻害
剤である 2iによってsyntaxin-4 の細胞外での発現が抑制されたことから、syntaxin-4 の細胞
外提示にはMEKおよびGSK3βのシグナルが関与する可能性があると考えられる。一方、最
近の研究で、syntaxin-4 と立体構造が酷似したepimorphin (syntaxin-2) は細胞膜で
AnexinⅡやSynaptotagminと複合体を形成しており、アポトーシスシグナルに応答した膜反
転に伴い細胞外に提示されることがわかっている 55。さらに、ES細胞では単一コロニーの一
部で局所的にアポトーシスが誘導される細胞競合という現象が確認されており、2iはそのア
ポトーシスを抑制することが明らかになっている 79,80。これらのことから、2iによってES細胞集
団での局所的なアポトーシスシグナルが抑制されたことで、間接的にsyntaxin-4 の細胞外提
示が阻害された可能性も考えられる。また、これまで 2iは、ES細胞からEpiblast様の細胞へ
の分化に必要なFGFシグナルを阻害することで未分化状態の維持に寄与すると考えられて
きたが 81、今回2iを作用させた状態でも、細胞外syntaxin-4を強制的に発現させることで分化
が誘導されたことから、2iによる未分化状態の維持にはsyntaxin-4の細胞外提示阻害も重要
である可能性が見いだされた。 
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syntaxin-4 フラグメントの効果 
 
本研究で用いたsyntaxin-4の組み換えタンパク質であるF1 (syntaxin-4のHelix aおよびb) 
はES細胞で見られた細胞外syntaxin-4による形態変化および分化を阻害するアンタゴニスト
として作用することがわかった。この効果はsyntaxin-4 強制発現細胞だけでなく、親株のES
細胞でも見られた。F1 がアンタゴニストとして機能する際の結合パートナーとしては二つに分
子が想定される。ひとつは細胞外syntaxin-4 の受容体であり、もうひとつは細胞外提示され
たsyntaxin-4 自身である。後者については、培養液中に添加したF1 が細胞外syntaxin-4 と
直接結合し、その立体構造を変化させたことで、受容体への結合が抑制された可能性が考え
られる。先行研究において、epimorphinおよびsyntaxin-4 は細胞内で多量体を形成すること
が示されている 57,82。これにはsyntaxinファミリー分子はコイルドコイル領域を持つため、疎水
結合によりsyntaxin同士で多量体形成をしやすい構造であることが原因として考えられる 47。
一方、形態変化に関しては、F1 だけでなくF3 も抑制効果を示していた。全く違う配列をもつ
F1 とF3 が同一受容体に結合することは考えにくい。フラグメントをPBSで透析する段階で、
溶解液に用いた尿素の拡散と共に、F3 はその大部分が凝集し、析出してくることがわかって
いる。このことからも今回阻害効果を示したF1 および 3 のどちらか一方、もしくはその両者は、
内在性の細胞外syntaxin-4 と直接結合しアンタゴニストとして作用した可能性が考えられる。
フラグメントによる阻害効果のメカニズムを探るためにも、さらなる細胞外syntaxin-4 によるシ
グナル経路を調べるためにも受容体の同定は必須であるが、これまで細胞外syntaxin-4 の
効果が報告されている表皮や乳腺の細胞においても受容体は同定されていない 52,66。
syntaxin-4 と立体構造が酷似しているepimorphinの受容体はIntegrin αV β1 であり 55、さら
に、今回明らかとなったPI3Kの活性化にもIntegrin β1 が関与することから 83、細胞外
syntaxin-4 の受容体もIntegrinである可能性が考えられる。 
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syntaxin-4 による形態変化におけるGSK3βシグナルの関与 
強制的にsyntaxin-4 を細胞外に発現誘導した際、2iによって形態の扁平化が阻害された。
syntaxin-4 はGSK3βを抑制することで知られるPI3K/Aktシグナル 3を阻害することが今回明
らかになった。そのため、syntaxin-4 による形態変化にはGSK3βシグナルが関与する可能
性もあると考えられる。さらに、GSK3βはE-cadherinの発現制御にも深く関与するとともに、
ES細胞のコロニー形成の抑制にも働くことが示されている 84,85。以上のことからsyntaxin-4に
よる形態変化にはPI3K/Aktシグナル抑制によるGSK3βの活性化が寄与している可能性は
主として考えられるが、実際に関連性を調べるにはGSK3βのリン酸化や局在変化とともにそ
の下流シグナルの活性化を追跡する必要がある。 
 
 
syntaxin-4 による形態変化とE- to P-cahderinスイッチの関係 
今回、E- to P-cahderinスイッチは細胞外syntaxin4 による形態変化の鍵となる可能性が
示された。ES細胞において、PI3K/AktシグナルはE-cadherinを正に制御することが報告され
ているため、syntaxin-4 によるPI3K/Aktシグナルの抑制がE-cadherinの発現減少の引き金
となった可能性が考えられる 86,87。また、PI3K/AktはLIFシグナルによって活性化され未分化
維持に働く主要な経路の一つであるが、本実験においては、LIF存在下でもsyntaxin-4 の細
胞外提示により分化が促進された。このことから、syntaxin-4 によるPI3Kシグナルの抑制効
果はLIFからのPI3K/Aktシグナルに対して優勢に働いたと考えられる 28,88。また、E-cadherin
の発現減少は細胞質で働くβ-cateninを増加させることが知られており、細胞膜近傍から離れ
たβ-cateninはp-cadherinの転写活性を促進することが報告されていることからsyntaxin-4 に
よるp-cadherinの発現上昇にはβ-cateninが関与する可能性があると考えられる 89。別の報
告でp-cadherinの発現上昇には、p63 やC/EBPβといった他の転写因子が関与することも示
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されているが 90,91、それらの遺伝子はsyntaxin-4 発現誘導時のトランスクリプトーム解析から
発現変動しないことを確認している。また、クラシックcadherinに属するE-、P-および
N-cadherinは細胞間接着の主要な因子として知られているが、別の機能として、Small 
GTPaseを介した細胞運動に対しても効果を示すことが明らかにされている 92-94。最近の研究
で、E-cadherinではなくP-cadherin特異的にCdc42の活性化を介して、細胞遊走の促進を行
う機構が新たに判明した 95。さらに、乳腺や膵臓などの悪性度の高い癌でP-cadherinは高発
現しており、それらが癌細胞の浸潤・転移を促進することも示されている 96。また、P-cadherin
の細胞遊走や形態への影響にはIntegrin α6β4などが関わることも報告されているため 32、こ
のような細胞膜に発現しているタンパク質の機能によりsyntaxin-4 による形態変化は制御さ
れている可能性もある。 
 
PI3K/Aktシグナルと細胞外syntaxin-4 による分化の関係 
PI3K/AktシグナルはES細胞の分化を誘導するMAPK経路を阻害するとともに、多能性関
連遺伝子であるnanogをはじめとする未分化維持に関わる因子を発現上昇させることがわか
っている 88,97。そのため、細胞外syntaxin-4 による分化刺激によりPI3K/Aktシグナルの不活
性化が引き起こされたことは合点がいく。しかし、PI3K/Aktシグナルを阻害した実験において、
syntaxin-4 によって発現が減少するzscan4 では同様の変化があったのに対し、中胚葉分化
マーカーであるbrachyuryは変化が見られなかった。このことから、PI3K/Aktシグナルは未分
化性を維持させるための主要な因子ではあるが、その不活性化のみで中胚葉への分化が促
進されるわけではないことがわかった。syntaxin-4 によるES細胞の分化誘導にはPI3K/Akt
シグナル以外にもさらに主として機能する経路が存在すると考えられる。 
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分化と形態変化の関係 
本研究において、細胞分化と形態変化の関連は非常に重要なポイントのひとつである。細
胞分化にともなって形態変化が観察されることは一般的によく知られているが、これに当ては
まらない場合もいくつか存在する。たとえば、E-cadherinの組み換えタンパク質を工学的に作
製し、ES細胞に作用させた細胞は形態の扁平化は見られるのに対し、分化は誘導されない
98。今回の研究においても、P19CL6 細胞にP-cadherinを強制発現し、細胞形態の扁平化を
促しても、中胚葉分化には大きく作用しないことがわかった。またES細胞に 2iを作用させた場
合、細胞外syntaxin-4 による形態変化は阻害されたが、分化は誘導されていた。これらの結
果から、今回のES細胞の分化は形態非依存的に起こるものではないと示唆される。一方、
F9 細胞の実験において、細胞外syntaxin-4 の短期間の発現誘導では形態変化のみが見ら
れたのに対し、長期的に発現させることで、内胚葉系列への分化マーカーが発現してくること
が示された。このことから、細胞外syntaxin-4 は細胞形態に大きく作用し、それが引き金とな
って内胚葉 (中胚葉以外) の分化にも寄与する可能性も考えられる。 
 
生体内における細胞外syntaxin-4 の機能 
これまでの結果からは生体内での初期発生に細胞外syntaxin-4 がどのように関与する
のかについてはわかっていない。しかし、今回明らかとなった細胞外syntaxin-4 のEMT様の
形態変化や、中胚葉マーカーbrachyuryの発現は、生体内で初めに起こる細胞遊走である原
腸陥入や、神経堤細胞の遊走で見られる変化に近い 99,100。また、細胞内のsyntaxin-4 の全
身でのKOマウスは原腸陥入が起きた直後の胎生 7 日目までで致死となることがわかってい
る 101。プレリミナリーな結果ではあるが、ラット胎児の原腸陥入時期に相当する胎生 8.5日目
において、細胞外syntaxin-4 のホールマウント染色を行ったところ、原腸陥入領域に特異的
な発現というものは確認できなかった。また、徳島大学との共同研究において、シグナルペプ
73 
 
チドとT7 タグを付加したsyntaxin-4 を強制発現するマウスの作製を試みたが、計 62 個の遺
伝子導入を行った受精卵から、胎生13日まで発生が進んだ個体は1つしか得られず、しかも
その 1 個体についてT7 抗体を用いて解析したところ、導入したsyntaxin-4 はタンパク質レベ
ルで発現していないことが判明した。このことから、細胞外syntaxin-4 を強制発現させること
で、胎生13日までの発生に支障をきたす可能性も考えられるが、胚発生と細胞外syntaxin-4
の関係を結論づけるには、さらなる詳細な対象実験および再現性によって注意深く検証する
必要がある。 
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図 6: 細胞外 syntaxin-4の発現と機能のモデル 
上: ES細胞における細胞外 syntaxi-4の機能の模式図 
  未分化維持因子 LIF存在下の ES細胞表面で細胞外 syntaxin-4はコロニー内で不均
一に発現し中胚葉分化および cadherinスイッチを誘導する 
下: 細胞外 syntaxin-4のシグナル伝達経路 
   黒色: 本研究から明らかになった経路 
   灰色: 先行研究から考えられる経路  
   細胞外に提示された syntaxin-4により、PI3K/Aktシグナルを介した分化や形態変 
化が誘導される。さらに、syntaxin-4の細胞外提示は ES細胞の均一化に寄与する 
2iで抑制されることから、ES細胞の分化の不均一性に syntaxin-4が関与する可能 
性が考えられる 
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第 4章、第 3節において記載した細胞外syntaxin-4により発現量が有意に変動した遺伝子リ
スト(発現変動が 4倍以上かつ有意水準q-valueが 0.01以下のもの) を以下に記載する。 
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第 8章 付録 
 
 本研究の内容はCell & tissue researchおよびScientific Reportsに投稿し、査読を経て掲
載された。次ページから「Membrane translocation of t-SNARE protein syntaxin-4 
abrogates ground-state pluripotency in mouse embryonic stem cells 」  および
「Extracellularly syntaxin-4 triggers the differentiation program in teratocarcinoma F9 
cells that impacts cell adhesion properties」 を付録として添付する。 
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